 UNIVERSIDAD PERUANA Facultad de

: $ ° CAYETANO HEREDIA MEDICINA

&, ~
CRIR

Evolucion en la expresion de CADM1y CD7 en
linfocitos T CD4+ de pacientes con HTLV-1 que
reciben tratamiento antiparasitario para infeccion
activa por Strongyloides stercoralis

Evolution of CADML1 and CD7 expression in CD4+ T-lymphocytes
of HTLV-1 patients receiving antihelminth therapy for active
Strongyloides stercoralis co-infection

TRABAJO DE INVESTIGACION PARA OPTAR POR EL
TIiTULO PROFESIONAL DE MEDICO CIRUJANO

ALUMNO
Sebastian Echeandia Rushton

ASESOR
Martin Montes Delgado

COASESORA
Elsa Gonzalez Lagos

LIMA - PERU
2022






JURADO
Presidenta: Dra. Coralith Garcia Apac
Vocal: Dr. Carlos Seas Ramos

Secretaria: Dra. Dalila Martinez Medina

Fecha de Sustentacion: 16 de marzo del 2022

Calificacion:



ASESORES DE TESIS

ASESOR
Dr. Martin Montes Delgado
Departamento Académico de Medicina

ORCID: 0000-0002-7427-347X

CO-ASESORA
Dra. Elsa Gonzélez Lagos
Departamento Académico de Medicina

ORCID: 0000-0002-8543-8188



DEDICATORIA

A mis padres, maestros y futuros pacientes.

AGRADECIMIENTOS

A mis asesores, por la motivacién y apoyo constante.

FUENTES DE FINANCIAMIENTO
El presente estudio ha sido autofinanciado. El estudio que generd la base de datos
para el proyecto actual obtuvo financiamiento de: Grant IRID (International
Research in Infetious Diseases) del NIH. Donacion anticuerpo CADML1: Dr.
Kazuhiro Morishita, director del HTLV-1/ATL Research, Universidad de

Miyasaki. Fondos del Laboratorio de Inmunologia — IMT-AvH

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERES

El autor declara no tener conflictos de interés.



VI.

VII.

VIIIL.

TABLA DE CONTENIDOS

Introduccion

Objetivos

Materiales y métodos
Resultados

Discusion

Conclusiones

Referencias bibliogréficas

Tablas, graficos y figuras

Péag.

12
17
18

22



RESUMEN
Antecedentes: aproximadamente 1% de la poblacion peruana vive con la infeccion por
HTLV-1; de ellos, 3-5% podria desarrollar leucemia/linfoma de células T del adulto
(ATLL). La coinfeccion con estrongiloidiasis podria asociarse al desarrollo precoz de
ATLL. Los linfocitos T CD4+ infectados con HTLV-1 expresan el marcador CADM1.
En esa poblacién celular, la menor expresion de CD7 podria indicar progresion a
ATLL. Objetivo: En pacientes coinfectados con HTLV-1 y estrongiloidiasis,
caracterizar, mediante citometria de flujo, la proporcién de linfocitos T CD4+ que
expresan CADM1 y no expresan CD7, medido al momento del diagndstico de
estrongiloidiasis, a las 2 y 4 semanas de iniciado el tratamiento antihelmintico.
Materiales y métodos: estudio observacional descriptivo con uso de datos
secundarios. El analisis de citometria se realiz6 con el software FlowJo v10 en muestras
de cinco sujetos con episodios no severos de estrongiloidiasis. Se compararon las
proporciones mediante Stata v17. Resultados: la mediana del porcentaje de linfocitos
T CD4 CADM1+/CD7- basal fue: 2,24%; al final del seguimiento, 4,40%, sin variacion
significativa entre ambas. Entre la segunda y tercera visita, se observé una
estabilizacion en la proporcién de linfocitos T CD4 CADM1+/CD7- (mediana de
variacion 0,5%, p=0,26). Conclusiones: en este estudio piloto, en pacientes
coinfectados con HTLV-1 y estrongiloidiasis no severa, observamos una tendencia a
la disminucion en la proporcion de linfocitos T CD4 CADM1+/CD7- tras iniciar
tratamiento antiparasitario. Aunque se requiere ampliar el estudio a formas severas de
estrongiloidiasis, este hallazgo no sugiere la expansion monoclonal inmediata que

podria incrementar el riesgo de ATLL.
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ABSTRACT

Background: around 1% of the Peruvian population lives with HTLV-1 infection. Of
those infected, 3-5% could develop adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL).
Strongyloides stercoralis co-infection has been associated with earlier ATLL onset.
HTLV-1 infected CD4+ T cells express the surface marker CADML1. It is hypothesized
that downregulation of CD7 is an indicator of ATLL progression in infected cells.
Objective: to characterize, based on flow cytometry analysis, the proportion of CD4+
T cells that are CADM1+ and CD7- at diagnosis and at 2 and 4 weeks after initial
antihelminth treatment in patients coinfected with HTLV-1 and Strongyloides
stercoralis. Materials and methods: descriptive study using a secondary database.
Flow cytometry results were analyzed using FlowJo (v10). For statistical analysis Stata
(v17) was used. Results: the median of the proportion of CADM1+/CD7- CD4 T cells
was 2.24% at the first visit and 4.40% at the last visit. No significant variation was
observed between them. There was a trend towards stabilization in the proportion of
CADM1+/CD7- CD4 T cells between the second and third visits (median 0,5%, p =
0,26). Conclusions: in this pilot study we observed a trend towards a reduction in the
CADM1+/CD7- CD4 T cell population after starting antiparasitic treatment in patients
coinfected with HTLV-1 and nonsevere strongyloidiasis. Even though further
evaluation is needed in patients with severe strongyloidiasis, this finding suggests that
there is no immediate monoclonal expansion that could increase the risk of ATLL.

Keywords: Strongyloides stercoralis. HTLV-1. ATLL, Peru.



I. INTRODUCCION

El virus linfotropico de células T humanas tipo | (HTLV-1) infecta a 10-20 millones
de personas en el mundo y es endémico en Per0, donde la prevalencia es de 1-7%
(1). Puede ser transmitido por via sexual, sanguinea, o lactancia materna, siendo
este ultimo el principal mecanismo (2). El virus infecta selectivamente a los
linfocitos T CD4+ integra su ADN al del huésped y estimula su proliferacién
incontrolada (3). Cerca del 5% de pacientes con HTLV-1 desarrolla
leucemia/linfoma de células T del adulto (ATLL) a lo largo de su vida (4, 5).
Strongyloides stercolaris (SS) es un geohelminto que predomina en zonas
tropicales y subtropicales, muchas veces coincidiendo con las zonas donde HTLV-
1 es prevalente (6). Factores de riesgo para hiperinfeccion incluyen infeccion por
HTLV-1 y tratamiento con corticoides, esto se asocia a la capacidad de
autoinfeccion de SS (7-10). Montes et al describi6 que la coinfeccién de HTLV-1
con SS se asocia a una mayor carga parasitaria y menor respuesta inmune mediada
por eosindfilos via la interleucina-5 (11).

Un reciente metaanalisis de Ye et al (12) describié un OR 3.2 para la infeccion por
SS en pacientes con HTLV-1, en comparacién con pacientes sin HTLV-1. Ademas,
encontraron una fuerte asociacién (OR 59.9) entre estrongiloidiasis severa y
HTLV-1, asi como mayor riesgo de falla al tratamiento antiparasitario (OR 5.05).
La relacion entre SS y HTLV-1 es bidireccional. HTLV-1 favorece una mayor
severidad de infeccion por SS ya que reduce la inmunidad celular de tipo Th2 y
aumenta la poblacion de linfocitos T reguladores (11, 13). Por otro lado, se ha

descrito que SS puede acelerar el desarrollo de ATLL en pacientes con HTLV-1.



Plumelle et al not6 una edad media de diagndstico de ATLL de 39 afios en pacientes
coinfectados comparado con una media de 70 afios en pacientes sin SS (14).

El mecanismo de oncogénesis de HTLV-1 no es del todo conocido. Parece ser que
el principal factor de riesgo es la carga proviral, que es menor en pacientes
asintomaticos, intermedia en pacientes coinfectados con SS y mas alta en pacientes
con ATLL (15).

Uno de los principales problemas en la investigacion del HTLV-1 ha sido
identificar, mediante citometria de flujo, a las células infectadas con el virus.
Recientemente se ha descrito que la proteina de superficie CADM1 puede
identificar a mas del 60% de células infectadas, permitiendo por tanto conocer
indirectamente la magnitud de la carga viral (16, 17). La molécula de superficie
CD7 normalmente se expresa en los linfocitos T, pero su expresion disminuye o es
nula durante el inicio de la transformacion celular, por lo que permite ser usada
como un marcador de progresion a ATLL. Ademas, se demostro que una expresion
disminuida o nula de CD7 se correlaciona con la integracion monoclonal del ADN
viral (18). Por tanto, el fenotipo combinado de CADM1+ y CD7- puede ser usado
para identificar la transformacion temprana de células infectadas con HTLV-1.

Se ha descrito que pacientes con HTLV-1 y SS tienen menor respuesta al
tratamiento antiparasitario con ivermectina en comparacion con pacientes sin
HTLV-1 (12, 19). Si bien se ha demostrado que una sola dosis de ivermectina es
igual de eficaz que cuatro dosis en pacientes sin HTLV-1 (20), en pacientes
coinfectados no hay estudios al respecto. Por tanto, la literatura sugiere un esquema

de cuatro dosis de ivermectina (2 dosis de 200ug/kg cada una, separadas 24h,



seguido de otras 2 dosis a los 14 dias) para evitar el riesgo de falla al tratamiento.
La logica de repetir el tratamiento a los 14 dias consiste en que coincide con la
duracion del ciclo de autoinfeccion de SS, y la ivermectina solo elimina a los
parasitos adultos localizados en el intestino.

Proponemos estudiar la proporcién de linfocitos T con fenotipo CADM1+/CD7-
en pacientes con HTLV-1 coinfectados con SS antes del tratamientoy alas 2 y 4

semanas de la primera visita.



1. OBJETIVO

En pacientes coinfectados con HTLV-1 y estrongiloidiasis, caracterizar, mediante
citometria de flujo, la proporcion de linfocitos T CD4+ que expresan CADML1 y no
expresan CD7, medido al momento del diagnéstico de estrongiloidiasis, alas 2y a

las 4 semanas del iniciado el tratamiento antihelmintico.



I11. MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

El proyecto de investigacion corresponde a un estudio observacional descriptivo.
Poblacion

Base de datos del estudio “El efecto de Strongyloides stercoralis en la progresion
de la infeccién por HTLV-1” con codigo SIDISI 101272, cuyos autores principales
son los asesores de este proyecto de tesis. Los criterios de inclusion de dicho estudio
son: edad entre 18 y 65 afios, serologia y Western Blot positivos para HTLV-1y
firma de consentimiento informado aprobado por el CIE. Para contactar a los
sujetos en dicho estudio, se utilizd la base de datos de la cohorte de HTLV-1 del
Instituto de Medicina Tropical ‘Alexander von Humboldt’ de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (IMT-UPCH). Con el uso de dicha base de datos, se
contact via telefénica a los pacientes con diagndéstico previo de HTLV-1 para una
toma de muestra de heces (test de Baerman y agar placa), muestra de sangre y
revision de sintomas actuales. En los casos donde los familiares del paciente no
habian sido evaluados para HTLV-1, se les ofrecia la prueba. Ademas, los pacientes
con HTLV-1 o estrongiloidiasis activa que acudian al consultorio del IMT-UPCH
eran referidos para enrolarse en el estudio. El total de sujetos enrolados al realizar
este estudio era de 128 (Gréfico 1).

Muestra

Los criterios utilizados para seleccionar la muestra a partir de la poblacion descrita
fueron: infeccién activa por Strongyloides stercoralis (test de Baermann o agar

placa positivo), serologia y Western Blot positivos para HTLV-1 y contar con



andlisis de citometria de flujo de células mononucleares de sangre periférica con
respecto a la expresion de CD3, CD4, CD7 y CADML en al menos tres visitas.
Como criterio de exclusion los sujetos no podian tener enfermedades severas
asociadas a la infeccion por HTLV-1, es decir, leucemia/linfoma de células T del
adulto o paraparesia espéstica tropical. Del total de sujetos registrados en la base
de datos, 20 tenian HTLV-1 e infeccidn activa por Strongyloides stercoralis. De
esos 20, 6 contaban con analisis por citometria de flujo. Uno de los 6 sujetos tenia
diagndstico previo de paraparesia espastica tropical, por lo que fue excluido del
andlisis. Por tanto, la muestra final de este estudio consistio en 5 pacientes con
HTLV-1y estrongiloidiasis activa.

Definicion operacional de variables:

Todas las variables se registraron de forma digital.

Infeccion por HTLV-1: Enzimoinmunoanalisis positivo para HTLV-1, confirmado

por Western Blot. Escala de medicion nominal dicotomica.

Caso de estrongiloidiasis activa: Test de Baermann modificado en copa por

Lumbreras o cultivo de heces en agar en placa positivo para Strongyloides
stercoralis. Escala de medicién nominal dicotomica.

Falla al tratamiento: Presencia de Strongyloides stercoralis en heces en cualquier

muestra del seguimiento luego de la Ultima dosis de tratamiento antiparasitario.

Linfocito T CD4+: Células periféricas mononucleares que expresan CD3 y CDA4.

Escala de medicién de razén.

Poblacién CADM1+/CD7-: Proporcién de linfocitos T CD4+ que expresan

CADML1 y no expresan CD7. Escala de medicion de razon.



Procedimientos y Técnicas

Los resultados de citometria de flujo se analizaron con el software FlowJo (v10)
sin que el operador conozca el codigo de los sujetos. Se repitio el analisis con otro
operador, arrojando resultados similares. Toda la informacion se encontraba
registrada de forma cruda en la base de datos del estudio mencionado. Los analisis
realizados se encuentran en las computadoras del IMT-UCPH. No se realiz6 mayor
analisis de las muestras de sangre de los pacientes.

El proceso para obtener las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
se basd en protocolos uniformizados con la data preliminar en el mismo laboratorio
de inmunologia (ver Anexo). Brevemente, los 15ml de sangre del paciente se
procesaban para obtener PBMCs. Luego, un nimero determinado de PBMCs se
incubaba con anticuerpos marcados con fluorocromos para posteriormente
analizarlo en el citometro de flujo (FACScalibur, BD, San Jose, CA-USA). Los
PBMCs que no eran incubados se criopreservaban en nitrégeno liquido para un
posterior analisis.

Aspectos éticos del estudio

El protocolo de estudio fue presentado y aprobado por el Comité Institucional de
Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los nombres de los
participantes no estan incluidos en alguna base de datos y el intercambio de
informacién entre los protocolos de estudio y los andlisis se realiz6 mediante
informacién codificada. Toda la informacion obtenida fue trabajada en las
computadoras del IMT-UPCH, al cual solo se puede acceder usando los cédigos

personales de los investigadores. Al ser un subestudio del citado anteriormente



(SIDISI 101272) el consentimiento informado ya habia sido firmado por el paciente
al momento del reclutamiento.

Plan de anélisis

Para el andlisis estadistico, los datos sin identificadores personales fueron
exportados a Stata version 17 (licencia IMT-UPCH). Las variables categoricas
fueron descritas con porcentajes y frecuencias. Las variables continuas fueron
descritas con medidas de tendencia central y de dispersion de acuerdo a distribucion
no normal (medianas y rangos intercuartiles). En el analisis bivariado, se comparo
la proporcion de linfocitos T CD4+ que eran CADM1+ CD7- entre el basal y con
respecto a las 2 y 4 semanas posterior a la primera visita. Para comparar la variacion
en dicha proporcién entre la visita inicial y a las 2 semanas y entre las 2 y 4 semanas
se realizo la prueba de Wilcoxon. Para comparar la variacién entre la visita basal y
las 2 y 4 semanas se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. Todos los andlisis fueron

realizados con un nivel de significancia estadistica p < 0,05.



IV. RESULTADOS

Datos demograficos

La mediana de edad de los sujetos fue 43 afios (rango 26-52), siendo 4 de sexo
masculino. Tres sujetos tenian antecedente de solo un caso de estrongiloidiasis, un
sujeto tenia antecedente de dos episodios previos de estrongiloidiasis. En cuanto a
antecedentes personales, un sujeto tenia anemia ferropénica moderada con
tratamiento exitoso y otro sujeto, trastorno depresivo mayor. Cuatro de 5 sujetos
provenian de departamentos de la Sierra. La mediana de tiempo del diagnéstico de
HTLV-1 fue 6 afios (Tabla 1).

Sintomas al momento del enrolamiento

Los sintomas que presentaban los sujetos al momento del enrolamiento son
descritos en la Tabla 2, asi como el resultado de Baermann en heces o agar placa y
el motivo del examen parasitolégico. Dos sujetos fueron enrolados al ser referidos
por el consultorio externo de tropicales debido a la presencia de sintomas
gastrointestinales. Tres sujetos fueron enrolados luego de contactarlos como parte
del seguimiento de la cohorte de HTLV-1 del IMT-UCPH. De los 2 sujetos
referidos por consultorio externo, uno presentaba distension abdominal y prurito
generalizado, ademas de un test de Baermann en heces con méas de 100 larvas por
gramo de muestra. El otro, a pesar de tener sintomas, tuvo un test de Baerman
negativo, sin embargo el agar placa fue positivo. De los 3 sujetos que fueron
contactados por la cohorte, uno era asintomatico y los otros 2 tenian dolor
abdominal leve. Los 3 tuvieron test de Baermann positivo, con una mediana de 14

larvas por gramo de muestra.



Hemograma y examen de heces en la visitas 2 y 3

Los hemogramas de la primera visita previo al tratamiento son presentados en la
Tabla 3. Ningun sujeto presentaba eosinofilia (definida como > 500 eosinofilos/ul).
En la visita de la segunda semana (visita 2), el examen de heces (Baermann y agar
placa) fue negativo en todos los sujetos, excepto en uno, que tuvo 1 larva / gramo,
en dicha visita se realizé la segunda toma de tratamiento antiparasitario en todos
los sujetos segun estaba indicado, independiente del resultado de heces. En la visita
de la cuarta semana (visita 3) todos los sujetos tuvieron examen de heces negativo.

Citometria de flujo

Los resultados de citometrias de flujo con respecto al porcentaje de linfocitos T
CADM1+y CADM1+/CD7- son presentados en las tablas 4 y 5, respectivamente.
La gréfica de dichas tendencias son presentadas en los graficos 2 y 3. En cuanto al
analisis estadistico de los resultados de citometria de flujo no hubo variacion
significativa (p > 0,05) en el conteo absoluto y porcentaje de linfocitos T CADM1+
0 CADM1+/CD7- entre las visitas 1 a 3 (Kruskal-Wallis). Se encontré un aumento
no significativo con una mediana de 1,79% en la poblacion de linfocitos
CADM1+/CD7- (p = 0,22) a las 2 semanas de la primera dosis de ivermectina
(visita 2; Wilcoxon). Hubo una estabilizacion o reduccion en la poblacion de
linfocitos CADM1+/CD7- (mediana 0,5%, p = 0,26) a las 2 semanas luego de la
segunda dosis de ivermectina (visita 3; Wilcoxon).

A modo de comparacion se obtuvo un gréfico de citometria previo (CADML1 vs
CD7 dentro de la poblacion de linfocitos T) de un paciente con HTLV-1 sin

infeccion actual ni antecedente de estrongiloidiasis (Imagen 1A) y se compar6 con
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uno de los pacientes del presente estudio al momento del diagndstico de
estrongiloidiasis (Imagen 1B). El porcentaje de linfocitos T CADM1+ en el primer

paciente fue de 8.11%, y en el segundo fue de 22.07%.
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V. DISCUSION

La expresion de CADM1+ y CADM1+/CD7- en pacientes coinfectados con
HTLV-1 muestra una tendencia al aumento luego de 2 semanas del primer régimen
de ivermectina, y una tendencia a la disminucion o estabilizacién a las 2 semanas
del segundo régimen de ivermectina. Una de las razones por lo cual dicha tendencia
no seria estadisticamente significativa es el bajo nimero muestral (baja potencia),
asi como una diferencia menor a la esperada en el cambio del porcentaje de las
poblaciones de linfocitos T luego del tratamiento. EI aumento inicial de las
poblaciones de linfocitos T CADM1+ y CADM1+/CD7- a las 2 semanas podria
explicarse fisiopatologicamente por una mayor destruccion del parésito, lo que
liberaria al medio una gran cantidad de antigenos, favoreciendo la proliferacion
inicial de los linfocitos T. La tendencia a la disminucion o estabilizacion de dichas
poblaciones de linfocitos T podria explicarse por la ausencia del antigeno
parasitario a las 2 semanas luego del segundo régimen de ivermectina. Dicha
tendencia a la disminucion o estabilizacion podria acentuarse mas a lo largo del
tiempo, siempre y cuando los pacientes no vuelvan a presentar un cuadro de
estrongiloidiasis. Estudios con mayor numero muestral podrian demostrar una
significancia estadistica en dicha tendencia, mas aln con seguimiento a largo plazo.
Posterior a eso, debe evaluarse si dicha tendencia correlaciona con un menor riesgo
de desarrollar ATLL. Para eso se debe realizar un seguimiento de varios afios
debido al periodo de latencia prolongado que presenta el desarrollo de ATLL. En

caso se demuestre lo anterior, el tratamiento temprano y/o monitoreo para la
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infeccion por Strongyloides stercoralis en pacientes con HTLV-1 podria seria Util
para la prevencion primaria de ATLL.

Un estudio prospectivo realizado por Makiyama et al (21) separé las poblaciones
de linfocitos T de pacientes con HTLV-1, sin estrongiloidiasis, en dos grupos, los
que tenian < 25% de expresion de CADM1 y los que tenian > 25%. En el
seguimiento a largo plazo se observé una mayor incidencia de desarrollo de ATLL
en el segundo grupo. En el caso de los sujetos de este estudio, todos corresponderian
al primer grupo descrito, por lo que teéricamente no tendrian un riesgo elevado de
desarrollar ATLL. Sin embargo, a diferencia del estudio citado, los sujetos de este
estudio tenian estrongiloidiasis activa, por lo que el riesgo de ATLL podria ser
mayor, a pesar de tener una poblacidon de linfocitos T que expresan CADM1 menor
al 25% del total. Es por eso que resulta fundamental el seguimiento a largo plazo
de pacientes con antecedente de estrongiloidiasis.

Es importante mencionar que la infeccion por Strongyloides stercoralis puede
comportarse como una infeccién crénica en pacientes con HTLV-1 (22), por lo que
cuantificar el niumero de episodios previos de estrongiloidiasis podria ser un sesgo.
En los cinco sujetos el régimen de ivermectina fue exitoso y hasta los 12 meses de
seguimiento no han presentado examen de heces positivo para Strongyloides
stercoralis (en Baermann y agar placa). Se debe también evaluar el efecto de la
falla al tratamiento antiparasitario con el riesgo de desarrollo futuro de ATLL, y si
la deteccion precoz de la falla al tratamiento y el manejo adecuado evitaria el

aumento de riesgo de desarrollar dicha neoplasia.
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De los 5 sujetos, 4 son varones, lo cual podria indicar un mayor riesgo de infeccion
por Strongyloides stercoralis en el sexo masculino. Esto podria explicarse por la
exposicion laboral, ya que el parasito infecta al humano mediante penetracion
cutdnea en tierra contaminada. La mayoria de sujetos nacieron en la region andina,
lo que corresponde con la mayor prevalencia de HTLV-1 en dicha zona. Si bien se
desconoce el status HTLV-1 de los padres de los sujetos, el mecanismo mas
probable de transmisién seria via lactancia materna. El sujeto 1 presentd mas de
100 larvas por gramo en el test de Baermann y fue quien tenia los sintomas mas
[lamativos, incluyendo prurito generalizado. Dicho prurito podria estar relacionado
con la elevada carga parasitaria (23). Uno de los sujetos que acudié con
epigastralgia y nauseas tuvo un test de Baermann negativo, sin embargo, el agar
placa, que tiene mayor sensibilidad, fue positivo. En pacientes con HTLV-1 y
sintomas gastrointestinales, un test de Baermann negativo no deberia ser utilizado
como Unica prueba para descartar estrongiloidiasis. Otro aspecto importante es que
en dos sujetos se realizd el diagnéstico de estrongiloidiasis sin que ellos acudan por
decision propia a consultorio. Es decir, si bien tenian sintomas leves, no eran lo
suficientemente severos como para que acudan a un medico. Sin embargo, tenian
infeccion activa por Strongyloides stercoralis. Esto resalta la importancia de educar
a los pacientes con HTLV-1 la importancia de reconocer los posibles sintomas de
estrongiloidiasis para un diagnostico oportuno. Ademas, uno de los sujetos se
encontraba asintomatico al momento del diagndstico de estrongiloidiasis. Esto
también resalta la importancia de realizar evaluaciones constantes para descartar

infeccion por Strongyloides stercoralis en pacientes con HTLV-1, independiente
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de los sintomas. En el hemograma de la primera visita (antes de recibir
ivermectina), ninguno de los sujetos presentaba eosinofilia (definida como > 500
eosindfilos por microlitro). Dicho hallazgo es destacable debido a que el
diagndstico de estrongiloidiasis podria pasarse por alto si se considera la presencia
de eosinofilia como el Unico criterio de infeccion parasitaria. Sin embargo, la
ausencia de eosinofilia no descarta el diagndstico de estrongiloidiasis en pacientes
con HTLV-1. Esto es explicado por la supresion de la respuesta inmune Th2 en
pacientes coinfectados con HTLV-1 y Strongyloides stecoralis (11, 24). Dicha
respuesta inmune es la encargada de producir interleucina 5, citoquina de suma
importancia para la proliferacion de eosinéfilos.

Fortalezas y Limitaciones

Las limitaciones de este estudio piloto incluyen el nimero limitado de pacientes
debido a la coyuntura suscitada durante el mismo (pandemia del COVID-19).
Adicionalmente, un seguimiento a corto plazo (meses) como es el caso de este
estudio tiene poca probabilidad de encontrar resultados significativos, ya que el
periodo de latencia para el desarrollo de ATLL suele ser de varios afios (5). A la
fecha aln esta pendiente el resultado de la carga proviral de HTLV-1 en los sujetos
del estudio, relevante para correlacionar con el riesgo de desarrollo futuro de ATLL
y respuesta al tratamiento. Lo anterior es remarcado por Wolf et al (25), quienes
utilizaron un método por citometria de flujo que correlacionaba mejor con la carga
proviral comparado con la expresién de CADM1 y CD7, sugiriendo que la menor
expresion de CD7 no necesariamente correlacionaria con el riesgo de desarrollar

ATLL. La dosis de las 24h de ivermectina no era directamente observada por el
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personal de salud. Si bien se le indicaba al sujeto como debia de tomarla, podria
haber ocurrido una falla en la administracion del mismo. No se midieron los niveles
séricos de ivermectina, si bien esto no parece haber afectado la efectividad del
tratamiento en los sujetos del estudio, en pacientes con estrongiloidiasis diseminada
el edema de mucosa intestinal podria limitar la absorcion del medicamento,
aumentando el riesgo de falla al tratamiento (26). El estudio solo contd con sujetos
sin estrongiloidiasis severa o diseminada, la cual es la que mas se ha asociado al
aumento de riesgo de ATLL futuro (8).

Las fortalezas del estudio incluyen ser el primer estudio piloto que describe los
cambios en la expresién de CADM1 y CD7 pre y post tratamiento antiparasitario
en pacientes coinfectados con HTLV-1 y Strongyloides stercoralis. Esto abre una
puerta para el desarrollo de futuros estudios mas grandes y duraderos. Ademas, para
la realizacion del estudio se elaboré un protocolo de separacién de células
mononucleares de sangre periférica y tincion por citometria de flujo, asi como de
criopreservacién y descriopreservacion. Esto permitird que futuros estudios utilicen
la misma técnica y reactivos al momento de analizar las muestras de los pacientes,
logrando asi una uniformizacion en la adquisicion de resultados. Si bien la
pandemia limitd el andlisis por citometria de flujo de muchos de los pacientes, las
muestras han sido criopreservadas y seran analizadas en un corto plazo por los
mismos autores de este estudio, en cooperacion con mas investigadores del IMT-
UCPH. La informacién recaudada permite generar nuevas preguntas a la linea de

investigacion que se viene realizando desde hace varios afios en el IMT-UPCH.
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V1. CONCLUSIONES

CADM1 y CD7 parecen ser marcadores Utiles para evaluar las poblaciones
celulares en pacientes con HTLV-1 coinfectados con Strongyloides stercoralis. En
este estudio piloto, en pacientes coinfectados con HTLV-1 y estrongiloidiasis no
severa, observamos una tendencia a la disminucién en la proporcion de linfocitos
T CD4 CADM1+/CD7- tras iniciar tratamiento antiparasitario. Aunque se requiere
ampliar el estudio a formas severas de estrongiloidiasis, este hallazgo no sugiere la
expansién monoclonal inmediata que podria incrementar el riesgo de ATLL. Este
estudio piloto sienta las bases para sustentar la realizacion de futuros estudios que

investiguen a profundidad las variables mencionadas.
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VIII. TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Graéfico 1. Flujo de seleccion de sujetos del estudio. El total de sujetos en la base
de datos al momento de realizar el estudio era de 128, de los cuales 20 tenian
diagnostico de HTLV-1 e infeccidn activa por Strongyloides stercoralis. De los 20
sujetos, 6 contaban con andlisis de citometria de flujo, de los cuales 1 tenia
diagnostico previo de paraparesia espastica tropical, por lo que fue excluido.

SSa+: estrongiloidiasis activa. SSa-: no estrongiloidiasis activa. SSh+: historia de
episodio de estrongiloidiasis. SSh-: no historia de estrongiloidiasis. comorbilidades.
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TDM: trastorno depresivo mayor. PET: paraparesia espastica tropical.
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Tabla 1. Datos demograficos de los sujetos del estudio.

Lugar de Antecedente  Aifio antecedente Afio diagnostico

FEdad Sexo Nacimiento estrongiloidiasis estrongiloidiasis HTLV-1 Comorbilidades
1 49 M Puno Si(l) 2013 2013 Ninguna
2 43 M Huancayo No / 2004 Trastorno depresivo mayor
320 M Ancash Si(1) 2018 2018 Anemia resuelta
4 28 F  Ayacucho Si(2) 2002, 2014 2014 Ninguna
552 M Lima Si(l) 2018 2018 Ninguna

Tabla 2. Motivo de evaluacion, sintomas y resultado Baermann en heces.

Motivo Test Sintomas al diagnostico de Cultivo de Agar
o oo Test de Baermann

estrongiloidiasis estrongiloidiasis en Placa

Referido por consultorio Epigastralgia. Distension ...

: . >

! IMT-UPCH abdominal. Prurito 100 Larvas/gramo Positivo
2 Control cohorte Asintomatico 10 Larvas/gramo Positivo
3 Control cohorte Epigastralgia leve > 20 Larvas/gramo Positivo
4 Control cohorte Dolor abdominal leve 14 Larvas/gramo Positivo

Referid ltori . . . ..
g Teretido pof consutiono Epigastralgia, nauseas. Negativo Positivo

IMT-UPCH

Tabla 3. Hemograma previo al inicio del tratamiento antiparasitario (visita 1).

Hemoglobina Leucocitos Linfocitos Eosinofilos
(g/dl) (células/ul) (células/ul) (células/ul)
1 15,2 13 500 2020 0
2 13.2 6 300 2330 60
3 13,53 7200 2 160 290
4 13,2 6200 1 800 60
5 13,3 8 700 2610 100
Mediana 13,3 7200 2160 60

Tabla 4. Porcentaje del total de linfocitos T CD4 que son CADM1+y CD7-.

% Linfocitos T CD4 CADM1+/CD7-

Visita 1 Visita 2 Visita 3

1 2,01% 4,10% 4,40%

2 4,50% 10,50% 8.20%

3 4,45% 6,77% 5,76%

4 2,24% 2,84% 1,44%

5 1,89% 0.82% 0,88%
Mediana 224% 4,10% 4,40%
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Tabla 5. Porcentaje del total de linfocitos T CD4 que son CADM1+.

% Linfocitos T CD4 CADM1+

Visita 1 Visita 2 Visita 3

1 2,95% 6,26% 6,57%

2 8,17% 24% 20,2%

3 13,28% 18,97% 14,94%

4 6,92% 8,62% 4,77%

5 4,98% 4,59% 3,78%
Mediana 6,92% 8,62% 6,57%

% Linfocitos T CD4 CADM1+/CD7-

12.00%
10.00%
8.00%

6.00%

4.00% / d
200% —_

0.00%

Visita 1 Visita 2 Visita 3

—p—] ——2 3 4] g5
>100L/g 10L/fg >20Ll/g 14L/g Neg(Agar Pos)

Grafico 2. Tendencias del porcentaje de linfocitos T CADM1+/CD7- segun
cada visita. Aumento con una mediana de 1.79% entre la visita1y 2 (p = 0,22;
Wilcoxon). Tendencia a estabilizacion o reduccion entre la visita 2 y 3
(variacion mediana 0.5%, p = 0, 26; Wilcoxon). No variacién significativa entre
las visitas 1 a 3 (p > 0,05, Kruskal-Wallis). L/g: larvas por gramo.
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% Linfocitos T CD4 CADM1+

30.00%

25.00%

20.00%

15.00%

10.00%

5.00%

0.00%
Visita 1 Visita 2 Visita 3

— ] ) 3 4 5
>100L/g 10L/fg >20L/g 14l/g Neg (Agar Pos)

Grafico 3. Tendencias del porcentaje de linfocitos T CADM1+ segln cada
visita. No variacion significativa entre las visitas 1 a 3 (p > 0,05, Kruskal-
Wallis). Tendencia similar entre la visitas 1-2 y visitas 2-3 comparado con la
poblacion de linfocitos T CADM1+/CD7-. L/g: larvas por gramo.
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Imagen 1. Gréfico muestra la expresion de CADM1 vs CD7 en la poblacion de linfocitos
T CD4+ aislados de sangre periférica en dos sujetos:

A: sujeto con HTLV-1 sin infeccidn activa ni antecedente de estrongiloidiasis. Porcentaje
de CADM1+ de 8,11% y de CADM1+/CD7- de 2,43%.

B: sujeto con HTLV-1 e infeccion actual por estrongiloidiasis (previo al tratamiento
antiparasitario). Porcentaje de CADM1+ de 22,07% y de CADM1+/CD7- de 9,17%.
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IX. ANEXOS
Protocolo separacion células mononucleares de sangre periférica (PBMCs):

1. Antes de iniciar alicuotar 1ml de sangre (whole blood) en un tubo de citometria retulade, cerrarlo, y colocarlo
en el rotor (esta sangre se va a usar para conteo de CD4 y para la ldmina periférica).
Descongelar el FBS a T® ambiente.
Asegurarse que hay un Mr. Frosty vacio en la nevera.
Pasar la sangre (20ml) de los tubos de EDTA a un Falcon de 50ml.
Afiadir al Falcon RPMI incompleto (1:1) en un volumen igual al de la sangre.
En otro Falcon de 50 colocar 10ml de Ficoll.
Pasar cuidadosamente la sangre diluida al Falcon con Ficoll con una pipeta seroldgica de 10mL.
Centrifugar en programa C Eppendorf (1800rpm, 30min, aceleracidn 6, brake 0)
Extraer los PBMCs (buffy coat) con una pipeta Pasteur y colocarlos en un Falcon de 15ml.
. Completar el Falcon hasta 12ml con RPMI incompleto.
. Centrifugar en programa B Eppendorf (1200rpm, Smin, aceleracién 5, brake 0)
. Decantar el sobrenadante, resuspender (vortexear) y contar en 1 o 2 cuadrantes la concentracion de células
con azul de tripdn (1:10). Medir el volumen del pellet y luego calcular el nimero absoluto de células.
. Calcular el volumen que contiene a 1 millén de células y alicuotarlo en un tubo de citometria (rotularlo). Estas
células se van a usar para la tincién superficial.
14. Luego de realizar el paso anterior, completar con RPMI incompleto hasta 10-12ml el Falcon de 15ml que tiene
las células.
15. Centrifugar el Falcon de 15 a T° ambiente por 15min a 500g.
Mientras esté centrifugando (criopreservacian):
1. 5iel FBS ya se descongeld, colocarlo en la refrigeradora (4°C).
2. Preparar la solucion criopreservante:
a. Calcular el nimero de crioviales a usar (cada criovial debe tener 5 a 10 millones de células).
b. Cada criovial va a tener 500ul de solucion criopreservante.
c. Caleular el volumen total de solucidn criopreservante (VSC) que se va a usar (i.e. 500ul x N°crioviales).
d. Lasolucidn criopreservante es una mezcla de 1:4 de DMSO y RPMI incompleto.
e. Enun tubo de citometria (si VSC<5ml, sino usar Falcon de 15) colocar el volumen de RPMI incompleto
calculado (i.e. 0.8 x VSC). Luego colocar el wvolumen de DMSO calculado (i.e. 0.2 x VSC) y vortexear.
f. Congelar (en nevera) la solucién criopreservante preparada.
3. Preparar el ambiente de trabajo para cuando termine de centrifugar:
a. Rotular los crioviales con un post-it y pegarlo bien con scotch. Usar el siguiente formato:
- PBMC's. S5xx (e]. =i es el primer paciente estudiado colocar $501). N° células. Fecha.
- No olvidar apuntar en el cuaderno a qué codigo de la cohorte corresponde el paciente SSxx.
b. En un rack de viales colocar “escarcha” de hielo (raspando las paredes de una congeladora del criobanco)
y luego guardarlo en la nevera (4°C).
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Protocolo tincién de PBMCs con anticuerpos y criopreservacion

1. Extraer sangre (3 tubos, aproximadamente 13mL de sangre)

2. Afadir la sangre en un Falcon de 50mL.
3. Diluir con PBS (1:1)
a. Sedebe tener PBS alicuotado en un tubo aparte, no extraer directamente del frasco.
4, En otro Falcon colocar 10mL de Ficoll.
5. Pasar la sangre diluida al Falcon con Ficoll con una pipeta de 10mL cuidadosamente.
6. Centrifugar programa C Eppendorf (1800rpm, 30min, aceleracion 6, brake 0)
7. Extraer los PBMCs (buffy coat) con una pipeta Pasteur y colocarlos en un nuevo Falcon de 50.
8. Afadir PBS al tubo con PBMCs hasta completar 30mL.
9, Centrifugar programa B Eppendorf (1200rpm, 5min, aceleracion 5, brake 0)
10. Decantar y lavar con 10ml de PBS (Programa B).
11. Decantar y Vortexear hasta que esté homogéneo.
12. En un tubo para microcentrifuga colocar 90ul de Azul de Tripan y 10ul del Pellet. Vortexear.
Colocar 10ul de la mezcla en la cdmara de Neubauer,
14. Contar en 1 cuadrante el nimero de células.

.
w

.
\n

Calcular nimero de células por ml (N°células*107).

16. Calcular, usando una micropipeta, el volumen de Pellet que se obtuvo.

Diluir el Pellet a 20x10° células/ml.

18. Calcular el volumen que contenga 10° células (en una dilucién de 20x10° células/ml es de S0ul)
En cada tubo que se va a usar para la Citometria colocar 10ul de los anticuerpos seleccionados.
Colocar el volumen calculado de células (50ul). Vortexear.

-
~

[
o v

21. Incubar 20min en oscuridad a temperatura ambiente o 30min en oscuridad en refrigeradora.
Lavar los tubos con 2ml de PBS (Programa B).

23, Colocar 500ul de PBS a cada tubo y vortexear.

24, Correr la Citometria.
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ntras estd centrifugando (tincidn superficial):

1.

4.
5.
6.

La alicuota de 1 milldn de células separada previamente debe tener un volumen de 50ul de RPMI incompleto.
Si hay menos afiadir lo necesario.

Afiadir 1ul de CADM1 FITC, 5ul de CD7 PE, 10ul de CD4 PercP y 10ul de CD3 APC. Vortexear.

Incubar 30min en oscuridad a temperatura ambiente (a los 15min “vortexear” el tubo con la mano).

Estos pasos se hacen luego de haber incubado (30min), por tanto, luego de haber terminado de criopreservar:
Afiadir 2ml de RPMI incompleto y lavar: programa B Eppendorf (1200rpm, 5min, aceleracién 5, brake 0).
Decantar el sobrenadante y resuspender en 500ul de RPMI incompleto. Vortexear,

Correr la citometria (plantilla pre-guardada) sin realizar ningun tipo de compensacidn. Guardar el archivo.

IMomentos antes que termine de centrifugar:

1
2.

Sacar el rack de viales con la escarcha de hielo, el FBS y la solucién criopreservante y llevarlo a la campana.
Colocar los crioviales en el rack gue tiene escarcha de hielo y destaparlos.

Cuando termina de centrifugar:

1

2.
3.
4

L

7.
8.
Ald

Decantar y retirar todo el sobhrenadante (“secarlo” con una micropipeta).

Resuspender las células (pasar el tubo rapidamente por los “huequitos” de la campana).

Afiadir FBS. Se coloca el siguiente volumen de FBS (en microlitros): 500 x N crioviales.

Asegurarse gue no gueden cristales de hielo en la solucién criopreservante. De lo contrario esperar unos
minutos.

Afadir toda la solucidn criopreservante (con una micropipeta, poco a poco).

Con el mismo tip de la micropipeta hacer 2 pasadas de 500ul desde la mezcla anterior a cada criovial (1ml x
criovial).

Cerrar bien los crioviales, sacar el Mr. Frosty de la nevera y poner los crioviales.

Guardar el Mr. Frosty en el criobanco (-70°C).

ia siguiente trasladar los crioviales del Mr. Frosty al Nitrogeno Liguide. Apuntar en el cuaderno en queé rack

del tanque se guardd y en qué espacio del rack se colocd el criovial.



